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Il 
RESUME 
Depuis quelques années, le groupe de Rola-Pleszczynski a mis 
en évidence le potentiel d'immunorégulation du leucotriène B4 
(LTB4). Par exemple, il a démontré différents effets du LTB4 
sur le mécanisme de cytotoxicité des lymphocytes et des 
monocytes humains. L'activité cytotoxique des lymphocytes, en 
particulier les cellules NK (CD56+) et des monocytes, est 
également augmentée par IL-2. On sait maintenant que la chaîne 
~ du récepteur de l'IL-2 (IL2R~) est responsable de cet effet. 
A partir de ces données, nous avons étudié 1° l'effet du LTB4 
sur l'activité cytotoxique des lymphocytes stimulés par IL-2, 
2° le pouvoir modulateur de LTB4 sur l'expression du IL2Rp à 
la surface des lymphocytes et des monocytes et 3° le pouvoir 
modulateur du LTB4 sur l'accumulation de l'ARNm du IL2Rp chez 
les lymphocytes. Nous observons que le LTB4 augmente 
l'accumulation de l 'ARNm du IL2RP chez les lymphocytes et 
augmente l'expression du IL2Rp à la surf ace des lymphocytes, 
en particulier ceux ayant une activité di te "natural killer" 
(NK). Ces dernières, lors d'un essai de cytotoxicité, 
deviennent plus sensibles à l'IL-2 lorsque prétraitées au 
LTB4. Nous obtenons également une augmentation d'expression du 
IL2R~ chez les monocytes par le LTB4. De plus nous avons 
étudié l'effet du LTB4 et du PAF sur l'expression de 
1 ' antigène CD23, un récepteur des IgE, sur les monocytes et 
les cellules U937. Nous n'avons observé aucun pouvoir 
modulateur de ces médiateurs lipidiques sur le CD23 
comparativement à l' IL-4 et l' IFNy qui eux augmentent l'ex-
pression du CD23. 
Les résultats obtenus montrent la modulation d'expression d'un 
récepteur de cytokine (IL2Rp) et d'un récepteur d'immu-
noglobuline ( CD23) par différentes cytokines et médiateurs 
lipidiques est soumise à des mécanismes différents. 
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1.1 SYSTEME IMMUNITAIRE 
Le système immunitaire est responsable de la défense du 
corps contre les envahisseurs étrangers incluant les 
organismes pathogènes, 
cellules allogéniques 
les cellules tumorales et les 
(cellules de tissus transplantés 
provenant d'un donneur génétiquement différent). Ce système 
de défense est armé de plusieurs types cellulaires possédant 
plusieurs fonctions. c'est au niveau de la moelle osseuse 
qu'originent toutes les cellules composant le système 
immunitaire. A partir de cellules souches pluripotentes, il 
y a naissance de deux lignées cellulaires distinctes, l'une 
myéloïde, l'autre lymphoïde. Selon le microenvironnement 
dans lequel il se localise, l'ancêtre lymphoïde se 
différencie soit en cellules T (dans le thymus), soit en 
cellules B (dans le foie foetal et la moelle osseuse). Le 
progéniteur myéloïde, quant à lui, se 
plusieurs types cellulaires dont les 




monocytes. L'origine des lymphocytes qui ne sont ni T, ni B 
(cellules nulles) est encore incertaine. Elles peuvent avoir 
une origine lymphoïde ou myéloïde, mais aussi provenir d'une 
lignée distincte. (Abbas et coll., 1991) 
2 
Il existe une communication active entre les diverses 
cellules, et aussi entre elles et les cellules 
parenchymateuses. La communication est très importante pour 
l'obtention d'une réponse irnmuni taire efficace. Ces 
intéractions se font, entre autre, via des cytokines (IL-2, 
IL-4 etc ... ) et des médiateurs lipidiques (PAF, LTB4 
etc ... ). Ceux-ci font l'objet de plusieurs érudes; on essaie 
dans notre laboratoire de mieux comprendre leur fonction, 
leur régulation, leur mécanisme d'action et aussi leur site 
de liaison (récepteur). 
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1.2 MONOCYTES 
Les éléments figurés du sang sont composés, entre 
autre, de cellules phagocytaires mononucléées originant de 
l'ancêtre myéloïde. Ce sont les monocytes, importants dans 
la réponse immunitaire spécifique et non-spécifique. Leur 
fonction de cellules présentatrices d'antigène en fait un 
élément indispensable dans la réponse immunitaire 
spécifique, tandis que leur fonction de phagocytose est 
impliquée dans la réponse non-spécifique (Abbas et coll., 
1991). 
Lorsque stimulés, les monocytes produisent diverses 
cytokines dont IL-1 et IL-6 qui sont responsables de 
plusieurs activités biologiques (Bauer et coll., 1988; 
Tosato et coll., 1988), et le TNFa. qui est important dans 
leur activité cytotoxique et proinflammatoire (Le et Vilcek, 
1987; Beutler et Cerami, 1987). Il y a également sécrétion 
du PAF, médiateur lipidique, qui joue un rôle très important 
dans l'immunorégulation et dans les réponses 
proinflammatoires. (Camussi et coll., 1983; Braquet et Rola-
Pleszczynski,1987a) 
A l'aide de leur marqueurs de surface (phénotype), de 
leur morphologie et de leurs activités enzymatiques, on peut 
identifier les monocytes parmi les autres types cellulaires. 
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Le phénotype, qui permet d'identifier la lignée cellulaire 
ou le stade de différentiation, est désigné dans la 
nomenclature internationale par CD (Cluster of 
differentiation) suivi par un chiffre. La molécule CD14 sert 
de marqueur de surface spécifique au monocyte. Récemment il 
a été démontré que le CD14 serait le récepteur du complexe 
de l'endotoxine bactérienne, le lipopolysaccharide (LPS), et 
de sa molécule de liaison, LPS-binding Protein (LBP) (Wright 
et coll., 1990) 
Il existe plusieurs autres antigènes de surface qui 
sont exprimés de façon constitutive ou induite. La 
modulation d'expression de ces derniers est dépendante des 
intéractions avec les autres cellules. Par exemple les 
lymphocytes T sécrètent différentes cytokines qui vont 
activer les monocytes via un récepteur spécifique. L'IL-4 
est connu pour moduler plusieurs antigènes de surface des 
monocytes dont, entre autre, l'expression du complexe majeur 
d'histocompatibilité de classe II (De Velde et coll., 1988) 
et l'expression du récepteur de faible affinité du fragment 
Fe des IgE (FcERII/CD23) (Vercelli et coll., 1988). D'autre 
part l'interféron gamma ( IFNy)possède également un pouvoir 
modulateur sur plusieurs molécules de surface des monocytes. 
On le compare souvent à l' IL-4 car il possède des effets 
opposés à celui-ci (Becker et coll., 1990). Chez les 
monocytes au repos, la chaine B du 
5 
récepteur de IL-2 (IL2R13) est exprimée de façon 
constitutive. (Ohashi et coll., 1989; Espinoza-Delgado et 
coll., 1990), tandis que la chaine a du récepteur de IL-2 
(IL2Ra) est induite entre autre,par IFNy. (Herrmann et 
coll., 1985). D'autres agents peuvent aussi moduler, de 
façon positive ou négative, l'expression des marqueurs de 
surface, dépendant du microenvironnerncnt de la cellule. 
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1. 3 LYMPHOCYTES 
Le progéniteur lymphoïde engendre une lignée cellulaire 
qui est très importante dans la réponse immunitaire 
spécifique. Cette lignée est appelée les lymphocytes, qui 
eux, se subdivisent en sous-populations distinctes. Même 
s'ils apparaissent tous semblables morphologiquement, ils 
possèdent des fonctions distinctes et des phénotypes 
différents. D'une part, on retrouve les lymphocytes B: ils 
se caractérisent par la production d'anticorps spécifiques 
contre des antigènes (plasmocytes). On retrouve à leur 
surface des immunoglobulines comme récepteur de l'antigène 
et de plus, la molécule CD19 qui est un marqueur spécifique 
des lymphocytes B. On croit que le CD19 joue un rôle dans 
l'activation ou dans la régulation des lymphocytes B (Abbas 
et CO 11. / 19 91 ) . 
D'autre part, on retrouve la grande famille des 
lymphocytes T. Ces lymphocytes participent également dans la 
réponse immunitaire spécifique par l'intermédiaire de la 
reconnaissance de l'antigène par le récepteur des 
lymphocytes T (TCR). Ce récepteur est associé à un complexe 
invariant appelé CD3. Ce complexe est composé de 5 chaines 
peptidiques dont a,8,e,Ç et~ (Abbas et coll., 1991). Ainsi, 
tous les lymphocytes T sont CD3+. On distingue 3 grandes 
sous-populations de lymphocytes T selon leur fonctions. 
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Premièrement, les lymphocytes T "helper" (Th) qui sont co3+ 
co4+ cos-, les lymphocytes T "suppresseurs" (Ts) qui sont 
co3+ co4- cos+ et les lymphocytes T cytotoxiques (Tc) qui 
sont également co3+ co4- cos+. Les lymphocytes T 
lorsqu' activés par un antigène ou par un mi togène, 
produisent diverses cytokines dont l'IL-2 qui permet 
l'expansion clônale des lymphocytes, (Farrar et coll., 197S; 
Shaw et coll., 197S). 
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1.4 Grands lymphocytes granuleux (LGLs) 
Dans le sang périphérique, on retrouve également 
d'autres lymphocytes qui eux, n'expriment ni les marqueurs 
de surface des lymphocytes T, ni ceux des lymphocytes B. 
Ces cellules sont de grands lymphocytes qui possèdent 
plusieurs granules cytoplasmiques et sont capables de lyser 
une variété de cellules cibles. C'est ainsi que ces 
lymphocytes sont appelés "grands lymphocytes granuleux" 
(LGLs). Les LGLs possèdent une activité cytotoxique appelée 
"natural killer" (NK) ou cytotoxicité naturelle. 
Contrairement aux lymphocytes T cytotoxiques (Tc) leur 
activité cytotoxique n'est pas restreinte par les molécules 
du complexe majeur d'histocompatibilité et l'activité NK est 
dite naturelle, sans sensibilisation antigénique au 
préalable. Cette cytotoxicité s'observe "in vitro" contre 
certaines cellules tumorales (Takasugi et coll., 1973), des 
cellules normales (Tirnonen et coll., 1979) et des cellules 
infectées par un virus (Fitzgerald et coll., 1983). 
Plusieurs auteurs croient que les cellules à activité NK, 
grâce à certaines de leurs propriétés, joueraient un rôle 
important dans la protection de l'hôte contre des cellules 
tumorales et des infections ainsi que dans 
l'immunorégulation (Herberman et Ortaldo, 1981; Haliotis et 
coll., 1985; Lotzova et Heberman, 1986). 
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Des études ont démontré que les interférons (Timonen et 
1982; Abbud-Fiho et coll., 1986; Van de Griend et 
1986), l'IL-2 (Henney et coll., 1981; Sayers et 
al., 
coll., 
coll., 1986), l'IL-1 (Dempsey et coll., 1982; Bloom et 
coll., 1986) le TNFa (Ostenson et coll., 1987), l'IL-6 
(Luger et coll., 1989) et le LTB4 (Rola-Pleszczynski et 
coll.,1983) sont des agents pouvant exercer une modulation 
positive sur l'activité NK des LGLs. L'IL-4 par contre agit 
comme un agent inhibiteur de l'activité NK(Vitté-Mony et 
coll., 1990). Egalement les anticorps anti-IL2RB (TU27) 
inhibent l'augmentation de l'activité NK par IL-2 (Umehara 
et Bloom, 1990). 
La cytotoxicité NK peut se mesurer à l'aide d'essais à 
court terme (4h) (Trinchieri et Perussia, 1984). Les 
cellules cibles de ce type de cytotoxicité chez l'homme 
incluent des cellules dérivés d'une leucémie humaine (K562). 
Dans le sang humain, la sous population des lymphocytes 
possédant l'activité NK, peut être identifiée à l'aide de 
ses marqueurs de surface. Les lymphocytes possèdent à leur 
surface le CD56 (molécule d'adhésion retrouvée seulement 
chez les NK), le CD2 (récepteur des globules rouges de 
mouton) et le CD16 (récepteur de faible affinité de la 
portion Fe des IgG). Ils n'expriment pas à leur surface le 
CD3 (molécules associées au récepteur des lymphocytes T). 
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1.5 Interleukine 2 
IL-2, originalement appelée facteur de croissance des 
lymphocytes T, est une glycoprotéine de 17 kD importante 
dans la cascade des lymphokines secrétées durant la réponse 
immunitaire (Farrar et coll., 1982). Lorsque les lymphocytes 
T sont activés, il y a sécrétion de IL-2, qui agit de façon 
autocrine pour ainsi engendrer la prolifération et la 
différentiation des lymphocytes T (Meuer et coll., 1984). 
Elle stimule également la prolifération et la maturation 
d'autres types cellulaires. De plus, IL-2 augmente la 
cytotoxicité chez les cellules NK (Henney et coll., 1981) et 
les monocytes (Malkovsky et coll., 1987). On sait qu'elle 
augmente la synthèse d'immunoglobulines chez les lymphocytes 
B. Les actions directes et indirectes de IL-2 sont 
nombreuses et très diversifiées. 
Au début des années 80, le groupe de Kendall A. Smith a 
mis en évidence un récepteur spécifique pour IL-2 (Smith, 
1980). Il est constitué de deux chaines peptidiques qui 
possèdent chacune un site de liaison pour IL-2. Les sous-
unités sont différentes (hétérodimère) et leur association 
n'est pas de nature covalente (Tsudo et coll., 1986; Sharon 
et coll., 1986; Teshigawara et coll., 1987). Lorsque les 
sous-unités sont associées, le récepteur est dit de "haute 
affinité" (Kd=1x10-12M). 
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La chaine a a été la première à être caractérisée par 
des études de liaison croisées avec de IL-2 marqué 
radioactivement (Robb et coll., 1981) et par un anticorps 
monoclonal (anti-Tac) (Uchiyama et coll., 1981). C'est un 
polypeptide de 55 KD (p55) communément appelé "Tac" (T 
activation) ou CD25. 
Cette chaine possède trois domaines dont un de 219 
acides aminés qui est extracellulaire, un domaine 
intramembranaire de 19 acides aminés et un court domaine 
intracellulaire de 13 acides aminés. (Leonard et coll., 
1984; Cosman et coll., 1984; Nikaido et coll., 1984). Ces 13 
acides aminés intracytoplasmiques ne permettent pas la 
transduction d'aucun message et ne peuvent internaliser 
l'IL-2 (Sabe et coll., 1984; Greene et coll., 1985). De plus 
l' IL-2 se lie à la p55 avec une faible affinité (Kd=1x10-
8M). (Tsudo et coll., 1986; Teshigawara et coll., 1987; Robb 
et coll., 1987). Il a été démontré, chez des lymphocytes 
activés, que la chaine a, relâchée sous forme soluble, 
peut lier IL-2 et ainsi être compétitive au récepteur 
membranaire. (Rubin et coll., 1985; Robb et coll., 1987; 
Honda et coll.,1990). 
A l'aide d'autres études de liaisons croisées, de 
mutagénèse et de transfection, on a découvert et caractérisé 
la chaîne B (Sharon et coll., 1986). Celle-ci est un 
polypeptide de 75 KD (p 75, IL-2RB), composé de trois 
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domaines. Contrairement à la chaîne a., le domaine 
intracellulaire est beaucoup plus grand (286 a.a)(Hatakeyama 
et coll., 1989). IL-2 se lie à la p75 avec une affinité 
intermédiaire (Kd=1x10-9M). Le cDNA du IL2RB a été isolé 
(Hatakeyama et coll., 1989) et a permis de démontrer que 
IL2RB jouait un rôle essentiel dans l'internalisation du IL-
2 et la transduction du message (Tsudo et c0ll., 1990). A 
l'aide de différents mutants de délétion du cDNA de IL2RB, 
Hatakeyama et coll.(1989) ont démontré que les acides aminés 
se trouvant sous la région transmembranaire, étaient 
critiques pour la transduction du message. Un anticorps 
spécifique, anti-phosphotyrosine, a permis de démontrer que 
l'intéraction de IL-2 avec son récepteur de haute affinité 
induisait la ·phosphorylation de tyrosine sur des protéines 
de 92,80,78,70-75 et 57 KD, (Mills et coll., 1990). Celle 
de 78 Kd représente l' IL2RB phosphorylé. Le cDNA de IL2RB 
montre dans le domaine intracytoplasmique six résidus 
tyrosine et un motif de trois acides aminés (Ala-Pro-Glu) 
semblable à un demaine catalytique de protéine kinase 
incluant les tyrosines kinases (Asao et coll., 1990; Mills 
et coll., 1990). On soupçonne que le IL2RB devient 
phosphorylé pour être activé et transmettre un signal a la 
cellule (Asao et coll., 1990). La nature des autres 
protéines phosphorylées n'est pas encore très bien établies 
(Mills et coll., 1990). Ainsi , IL-2 va se lier premièrement 
sur IL2RB qui transmet un signal dans la cellule pour 
induire la synthèse de IL2RCX.. Celui-ci va s'associer à 
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IL2RB pour former un récepteur de haute affinité 
(Teshigawara et coll., 1987) et ainsi obtenir une meilleure 
liaison de IL-2. L'IL2Ra est donc important pour 
l'obtention du recepteur à haute affinité et également pour 
permettre la prolifération et la différentiation de la 
cellule. 
Siegel et coll ( 1987), ont voulu voir le rôle que 
peuvent jouer les sous-unités a et B. Tout d'abord, ils ont 
isolé des LGLs exprimant au repos seulement IL2RB mais non 
IL2Ra et les ont stimulés avec de l' IL-2. Ils ont observé 
une augmentation de l'activité NK, une activité LAK et une 
réponse proliférative. Par la suite, ils ont étudié en 
présence d'un anti-Tac (anti-IL2Ra), le rôle que pourrait 
jouer la chaine a chez les LGLs. Ils ont obtenu une 
inhibition de la réponse proliférative, une diminution 
significative de l'activité LAK et aucun effet sur 
l'activité NK. Ceci montre que le récepteur de haute 
affinité contenant IL2Ra est indispensable dans la phase 
tardive pour la génération de l'activité LAK et la réponse 
proliférative et non dans la phase précoce. Plus tard avec 
la découverte d'un anti-IL2RB (TU27) (Takeshita et coll., 
1989), il a été démontré que IL2RB est directement 
responsable de l'activation des cellules NK par IL-2. 
(Phillips et coll., 1989) 
14 
L'IL2RB est exprimé préférentiellement sur les LGLs au 
repos et surtout la sous-population CD56+(NK). Chez les 
lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes B, l'expression du 
IL2RB est presque nulle. Par contre sur les lymphocytes T 
cna+ et les monocytes, on retrouve IL2RB exprimé de façon 
constitutive mais de façon moins élevée que chez les CD56+. 
(Ohashi et coll., 1989). Molkovsky et coll. (1986) ont 
observé que IL-2 augmentait la cytotoxicité des monocytes. A 
1 1 aide de 1 1 anti-IL2RB, il a été démontré que IL2RB était 
responsable de cette activation de IL-2 chez les monocytes 
(Espinoza-Delgado et coll., 1990). 
Les effets de la phytohémagglutinine (PHA) et IL-4 sur 
l'expression de IL2R sont bien connus. La PHA augmente 
l'expression des 2 chaines du récepteur de IL-2 tandis que 
IL-4 diminue celles-ci. (Martinez et coll., 1990) 
Le groupe de Waldmann et de Sharon a proposé un modèle 
structural différent pour le récepteur de IL-2 
(Fig.l)(Waldmann, 1991). C'est un modèle multichaine qui 
permet de mieux répondre à toutes les interrogations non-
résolues avec l'ancien modèle. Par exemple, on observe des 
protéines qui coprécipitent avec les deux chaines lors de 
diverses analyses. De plus si on transfecte le cDNA du IL2RB 
dans une lignée de fibroblastes (lignée non-lymphoïde), 
l'affinité pour IL-2 n'est pas intermédiaire mais plus basse 
ou inexistante. (Hatakeyarna et coll., 1989; Tsudo et coll., 
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1990) Dans le modèle proposé, ce ne sont que les sous-unités 
a et B qui lient l' IL-2, comme dans l'ancien modèle sauf 
qu'au voisinage de ces deux sous-unités, on soupçonne 
d'autres polypeptides venant intéragir avec l'hétérodirnère. 
Le groupe de Takeshita vient d'identifier une molécule 
qui coprécipi te avec IL2RB lors d' immunoprécipi tation avec 
l'anticorps monoclonal TUl 1 (spécifique à IL2RB) ( Takeshi ta 
et coll., 1992a). Cette molécule est appelée p64 et puis 
chaîne y du récepteur de IL-2 ( IL2Ry) . Récemment, le même 
groupe a cloné le cDNA de IL2Ry. (Takeshita et coll., 
1992b). La chaîne y serait associée à la chaine B pour ainsi 
former un complexe qui lie IL-2 avec une meilleure affinité 
que IL2RB seule. De plus cette association IL2RBy serait 
importante pour que IL2RB soit fonctionnelle. 
LD '° 0 ...... y-
(/) 









P55 1 L-2Ro (Tac) 
Putative Tyrosir.+_e Kinase'>) 
P75 IL:2RQ c?~"I l'=2-~t • 
P22 
P35 horT,1odimer 



























1.6 LEUCOTRIENE B4 
Les leucotriènes sont des métabolites de l'acide 
arachidonique, jouant un rôle de médiateurs dans la réaction 
inflammatoire et dans de nombreux autres phénomènes 
cellulaires. Ce n'est qu'en 1979 que leur structure a été 
élu~idée par le groupe de Samuelsson. Les leucotriènes ont 
été découverts lors d'études sur le métabolisme de l'acide 
arachidonique chez les neutrophiles de lapin (Borgeat et 
Samuelsson, 1979a; Samuelsson et coll., 1979) 
L'acide arachidonique est un constituant majeur des 
lipides membranaires. On le retrouve sous forme d'ester 
(phospholipides, glycérides et esters de cholestérol). A la 
suite de perturbations membranaires et de l'activation de la 
PLA2, l'acide arachidonique est relâché des phospholipides 
mempranaires et métabolisé par la voie de la cyclooxygénase 
ou de la lipoxygénase. Les leucotriènes originent de 
l'action de la 5-lipoxygénase sur la double liaison en C-5 
de l'acide gras. La découverte d'une nouvelle classe 
d'inhibiteur des leucotriènes de type indol (MK866) (Rouzer 
et coll., 1990) a démontrée que la 5-lipoxygénase venait 
s'associer à une protéine membranaire de 18KD pour être 
activée. Cette protéine a été appelé FLAP (five lipoxygenase 
activating protein)(Miller et coll., 1990). Par la suite il 
y a premièrement formation d'un intermédiaire, le 5-HPETE 
(Samuelsson et coll., 1987). Ce dernier est rapidement 
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transformé en leucotriène A4 qui est le précurseur commun 
des leucotriènes. Le LTB4 qui est le produit de l'action 
d'une hydrolase sur le LTA4 est une molécule lipidique 
stable qui peut être rapidement dégradé par les leucocytes 
polymorphonucléaires en métabolites inactifs, 20-0H-LTB4 et 
20-COOH-LTB4 (Borgeat et coll., 1985). D'autre part LTA4 peu 
se transformer en LTC4, LTD4 ou LTE4 sous l'action 
successive de peptidases. 
Le LTB4 est rapidement synthétisé par les cellules 
phagocytaires, principalement les neutrophiles (Borgeat et 
Sarnuelsson, 1979b) et les macrophages alvéolaires (Fels et 
coll., 1982) suivant une activation par différents stimuli 
particulaires et inflammatoires. Sa synthèse peut aussi être 
induite par le PAF-acéther (Chilton et coll., 1982). 
Le LTB4 a été décrit premièrement comme un puissant 
agent proinflammatoire. Depuis quelques années, le groupe de 
Rola-Pleszczynski a mis en évidence le potentiel 
d' immunorégulation très important des leucotriènes, et en 
particulier du LTB4. D'après leurs travaux, ce médiateur 
lipidique exercerait des fonctions régulatrices sur une 
variété de cellules lymphocytaires et autres populations. Il 
peut en effet induire des cellules suppressives, activer la 
synthèse et la production, chez les lymphocytes T"helper", 
de certaines lymphokines, dont l' IL-2 et l' IFNY (Rola-
Pleszczynski et coll., 1986). De plus il stimule la 
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production d 1 IL-1 chez les monocytes humains (Rola-
Pleszczynski et Lemaire, 1985), et active plusieurs types de 
leucocytes cytotoxiques contre des cellules-cibles tumorales 
ou infectés par des virus. (Rola-Pleszczynski et coll., 
1983) 
. Ainsi plusieurs travaux suggèrent que le LTB4 jouerait 
un rôle important dans les interactions entre les phénomènes 
inflammatoires et irnrnunologiques. 
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1.7 PAF 
Le PAF est un médiateur lipidique de petit poids 
moléculaire découvert en 1972 par Benveniste et coll 
(Benveniste et coll; 1972). Ceux-ci avaient démontré que les 
basophiles sensibilisés à un antigène relâchaient un 
médiateu~ ayant le potentiel d'agréger "in vitro" les 
plaquettes de lapin. En 1979, la structure chimique du PAF a 
été identifié comme un AGEPC (l-O-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-
3-phosphorylcholine) (Demopoulos et coll., 1979; Benveniste 
et coll., 1979). 
A la suite d'une stimulation appropriée, il y a 
augmentation du calcium intracellulaire, lequel active la 
PLA2. Celle-ci lorsqu'activée métabolise des phospholipides 
membranaires en lysophosphatidylcholine (lysoPAF) et en 
acide gras qui est souvent l'acide arachidonique. Cet acide 
gras est le précurseur des prostaglandines et des 
leucotriènes. D'autre part, sous l'action d'une 
acétyltransférase, le lysoPAF devient le PAF. La biosynthèse 
du PAF nécessite l'action séquentielle de deux enzymes 
dépendentes de calcium (Braquet et coll., 1987a). Ces deux 
enzymes sont localisés dans la membrane tandis que dans le 
cytosol, il existe une acétylhydrolase qui transforme le PAF 
en lysoPAF(Braquet et coll., 1987a). Le PAF, contrairement à 
l'histamine, n'est pas préformé mais est relâché dans le 
milieu sous forme d'un médiateur nouvellement synthétisé. 
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Celui-ci est très hydrophobe et rapidement dégradé par des 
enzymes présentes dans le plasma. Sa demie vie dans le sang 
est environ 30 secondes. (Blank et coll., 1981; Lartique-
Mattei et coll., 1984) 
Le PAF est reconnu pour ses propriétés inflammatoires 
et immunorégulatrices. Il est produit et active une variété 
de cellules impliquées dans ces réactions, incluant les 
plaquettes (Chignard et coll., 1981), neutrophiles (Lynch et 
coll., 1979), éosinophiles (Lee et coll., 1982), cellules 
endothéliales (Camussi et coll., 1983) et 
monocytes/macrophages (Camussi et coll., 1983; Albert et 
coll., 1983). En plus de son potentiel d'agréger des 
plaquettes, le PAF peut, entre autre, promouvoir la 
dégranulation et la chimiotaxie des neutrophiles et des 
éosinophiles et la contraction des muscles lisses (Braquet 
et coll., 1987b). Chez les macrophages, le PAF peut stimuler 
ou induire l'agrégation (Yasaka et coll., 1982), la 
chimiotaxie (Hartung., 1983), la production d'IL-1 (Pignol 
et coll., 1987), la production de TNF (Dubois et coll., 
1989) et l'expression d'oncogènes (Ho et coll., 1987). Il a 
été démontré également que le PAF influence les fonctions 
lymphocytaires. Par exemple, l'inhibition de la 
des lymphocytes humains, 
l'induction de l'activité 





de la production 
suppressive des 
et coll., 1987, 
/ 
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Le PAF agit sur les cellules via un récepteur 
spécifique de haute affinité qui a été retrouvé chez les 
plaquettes humaines et celles du lapin (Valone et coll., 
1982; Hwang et coll., 1988), les neutrophiles humains, les 
macrophages murins (Valone, 1988), le tissu pulmonaire 
(Hwang et coll., 1985) et sur plusieurs lignées myéloïdes 
dont les cellules U937 (lignée promyélomonocytaire) (Lee et 
coll., 1990). Les effets du PAF sont stéréospécifiques et 
peuvent être bloqués par différents antagonistes (Heymans et 
coll., 1981; Braquet et coll., 1987b). Ceux-ci sont des 
outils important pour l'élucidation des activités 
biologiques du PAF ainsi que la détection de récepteurs. 
Lorsque la PAF se lie au récepteur, il y a activation 
d'une protéine Gi (Houslay et coll., 1986; Hwang et _coll., 
1986) qui inhibe l'adénylate cyclase, stimule l'ouverture 
des canaux calciques et active des phospholipases. Ces 
dernières produisent du diacyl glycérol (DAG), l' inositol 
triphosphate (IP3) et l'acide arachidonique et ses dérivés. 
Tout ceci amène donc une augmentation de ca++ 
intracellulaire, l'activation de la protéine kinase C (PKC) 
et la phosphorylation de protéines cellulaires responsables 
de la réponse médiée par le PAF. (Kishimoto et coll., 1980; 
Ieyasu et coll., 1982; Lapetina et coll., 1982). 
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Plusieurs effets du PAF sur les cellules, tissus ou 
organes sont attribués non seulement au PAF lui-même, mais 
aussi à certains produits du métabolisme de l'acide 
arachidonique relâché en réponse au PAF (Peplow et 
Mikhailidis, 1990). Ces produits obtenus de la voie de la 
cyclooxygénase et de la lipoxygénase peuvent se combiner à 
l'action du PAF pour moduler la stimulation ou peuvent 
s'opposer aux effets de celui-ci. Chez les neutrophiles, le 
PAF provoque la dégranulation; celle-ci peut être amplifiée 
de 100 à 1000 fois en présence de 5-HETE. Lorsqu'il est 
seul, le 5-HETE ne provoque aucun effet (O'Flaherty et 
coll., 1983). 
Dernièrement, le cDNA du récepteur du PAF des 
leucocytes humains a été cloné (Nakamura et coll., 1991). Ce 
clone sera entre autre un bon outil pour l'analyse de 
l' intéraction du PAF avec son récepteur, et aussi pour le 
développement de substances thérapeutiques pour les maladies 
allergiques et inflammatoires. 
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1.8 RECEPTEUR DE FAIBLE AFFINITE DES IgE 
Il existe deux types de récepteurs pour le fragment Fe 
des immunoglobulines E ( IgE), appelés FcERI et FcERII ou 
CD23. Le FcERI est exprimé sur les basophiles et les 
mastocytes. Il lie les IgE avec une forte affinité 
( 1x10-lOM) (Metzger et coll., 1988). Le FcERII ou CD23 est 
retrouvé sur une variétés de cellules hématopoïétiques et 
son affinité pour les IgE est faible (1Xl0-7M)(Spiegelberg, 
1984). Les récepteurs de haute et de faible affinité pour 
les IgE ont une antigénicité distincte, une structure 
différente et ils sont encodés par des gènes distincts. 
Durant les dernières années, il y a eu un progrès 
significatif dans la compréhension de la structure et la 
biologie du CD23. Ceci a été possible grâce à la mise au 
point d'un anticorps spécifique contre le CD23 et au clônage 
du cDNA du CD23. (Kikutani et coll., 1986a; Lüdin C. et 
CO 11 . 1 19 8 7 ) . 
Le CD23 est une protéine membranaire possédant une 
seule chaine peptidique de 321 acides aminés. On observe un 
domaine intracytoplasmique de 23 acides aminés, un domaine 
transmembranaire de 21 acides aminés. et un long domaine 
extracellulaire de 277 acides aminés. qui peut être clivé et 
ainsi devenir soluble. On retrouve le CD23 sur les 
lymphocytes, les monocytes-macrophages (Melewicz et coll., 
1982a;l982b) les éosinophiles (Capron et coll., 1981), les 
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plaquettes (Joseph et coll., 1983) et la lignée cellulaire 
humaine promyélomonocytaire, U937 (Anderson et Spiegelberg, 
1981). 
La majorité des cellules CD23+ dans le sang humain sont 
des lymphocytes B (Delespesse et coll., 1986) et il apparait 
être un marqueur de différentiation de ceux-ci (Kikutani et 
coll., 1986b; Waldschmidt et coll., 1988). L'expression du 
CD23 chez les cellules B est modulé par des lymphokines 
dérivées des lymphocytes T (IL-4 et IFNy). L'IL-4 induit 
l'expression du CD23 et l'IFNY supprime l'induction de CD23 
par l'IL-4 (Defrance et coll., 1987; Pène et coll., 1988). 
Chez les monocytes humains, l'IL-4 accroit aussi le CD23 et 
cet effet n 1 est pas inhibé par l' IFNy (Vercel li et coll., 
1988). Celui-ci augmente même le CD23 dans des lignées 
myélomonocytaires. 
Le rôle du FcERII sur les macrophages et les monocytes 
a été premièrement décrit par Capron et coll. (1975) qui 
démontraient que le CD23 médiait la cytotoxicité IgE-
dépendante contre certains parasites. Le même groupe a 
démontré la même fonction du CD23 chez les éosinophiles 
(Capron et coll., 1981) et les plaquettes (Joseph et coll., 
1983). Il a été aussi démontré que le CD23 favorise la 
phagocytose des particules enrobés d'IgE (Melewicz et coll., 
1981), et aussi le relâchement de plusieurs médiateurs 
lipidiques incluant les leucotriènes (Spiegelberg et coll., 
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1986; Rankin et coll., 1986). Le tableau 1 résume les 
diverses fonctions proposés du CD23 pour diverses cellules 
du système immunitaire. 
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• TABLEAU 1 EXPRESSION ET FONCTIONS DU CD23 MEMBRANAIRE 
DANS DIVERS TYPES CELLULAIRES 
Ce 11 u les Fonctions proposées 
Lymphocytes B (1) Présentation de l'antigène aux cellules T 
via les lgE spécifiques 
Régulation de synthèse d'lgE 
Récepteur de facteur de croissance ? 
sCD23 facteur de croissance autocrine? 
Lymphocytes T(1) Contrôle de la prolifération 
Monocytes/macrophages Cytotoxicité de type ADCC 
U937 (2,3,4) Défense antiparasitaire. Phagocytose 
Eosinophiles hypodenses (5) 
Plaquettes (6 ) 
1- Yodoi et coll..,1979 
2- Melewicz et coll., 1982a 
~- Melewicz et coll . , 1982b 
W- Anderson et Spielgelberg, 1981 
5- Capron et coll.,1981 
6- Joseph et coll.,1983 
Libération de médiateurs de l'inflammation 
Cytotoxicité de type ADCC 
Défense antiparasitaire 
Cytotoxicité de type ADCC 
Défense antiparasitaire 
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1.9 BUT DU PROJET 
Il y a quelques années, le groupe de Rola-Pleszczynski 
a mis en évidence différents effets du LTB4 sur le mécanisme 
de cytotoxicité des lymphocytes. Ils ont démontré que LTB4 
augmentait l'activité cytotoxique des lymphocytes NK, en 
stimulant la liaison des cellules effectrices avec leuri:: 
cellules cibles et en augmentant le pouvoir lytique des 
cellules effectrices. 
On sait que l'IL-2 peut également augmenter l'activité 
cytotoxique des lymphocytes NK et que la chaine B du 
récepteur d'IL-2 (IL2RB) est reconnue comme étant 
responsable de cette augmentation. Chez les lymphocytes 
CD56+, même au repos, l'IL2RB est exprimé de façon 
constitutive. 
A partir des résultats précédents, nous avons voulu 
vérifier si: 
lo le LTB4 avait un effet sur l'activité cytotoxique des 
lymphocytes humains médiée par l'IL-2 
2o le LTB 4 avait un pouvoir modulateur sur l'expression du 
IL2RB à la surf ace des lymphocytes humains 
3o le LTB4 avait un effet modulateur sur l'ARNm du IL2RB 
chez les lymphocytes humains 
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Nous avons voulu vérifier également l'effet modulateur 
du LTB4 sur l'expression du IL2RB chez les monocytes, car 
comme chez les lymphocytes, le LTB4 et l' IL-2 augmentent 
l'activité cytotoxique des monocytes. Au repos, les 
monocytes expriment IL2RB de façon constitutive, mais à un 
niveau moins élevé que les cellules NK CD56+. 
En plus d'étudier les effets du LTB4 sur IL2RB chez les 
monocytes, nous avons également voulu étudier la modulation 
par LTB4 de l'expression du récepteur de faible affinité des 
IgE, le CD23. Nous avons fait cette dernière étude dans le 
but de déterminer si un médiateur lipidique important dans 
les réactions allergiques pouvait moduler l'expression du 
CD23 comme peuvent le faire des cytokines, tels l' IL-4 et 
l' IFNy. 
Dans cette dernière étude, on a comparé l'effet du LTB4 
avec celui d'un autre médiateur lipidique important dans les 
allergies ,le PAF. 
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MATERIEL ET METHODES 
2.1 MILIEU DE CULTURE 
Le RPMI 1640 (Gibco, Burlington,Ont) est le milieu de 
culture utilisé dans ces études. Lors de sa préparation, on 
lui ajoute BOµg/ml de gentarnicine ( Schering Canada Inc, 
Pointe Claire, Québec) et 5% de serurn de veau fétal (FBS: 
Flow, McLean, VA). Le milieu DMEM (Flow) est utilisé pour la 
culture des cellules BHK (voir 2.3.3) seulement. A ce milieu 
sont ajoutés BOµg/ml de gentarnicine et 5% de serurn de veau 
( Flow). 
2.2 REACTIFS 
2.2.1 Lipides bioactifs 
Le LTB4 est fourni par le Dr A.W. Ford-Hutchinson des 
laboratoires Merck-Frosst, Dorval, Canada. Ce réactif est 
dissout dans l'éthanol et dilué à la concentration requise 
dans le milieu RPMI 1640. Le PAF (Bachem, PA) est dissout 
dans l'éthanol et dilué à la concentration voulue dans du 
milieu RPMI 1640 contenant 2.5mg/ml de BSA (Sigma Chemical 
Co., St-Louis ,MO). 
toujours inférieure 
La concentration finale d'éthanol, 
à 0.03%, n'a pas d'effet sur les 
paramètres étudiés. Les témoins contiennent le milieu et le 
véhicule seulement. 
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2.2.2 Anticorps monoclonaux 
Les anticorps monoclonaux utilisés pour la 
cytof luorométrie sont tous dirigés contre des antigènes 
cellulaires humains. Provenant de chez Becton Dickinson (San 
Jose, CA), l'anti Leu-20 (CD23), l'anti-Leu 19 (CD56), anti-
CDB et anti-CD4, sont utilisés à des concentrations de 
O.lµg/106 de cellules. L'anti-IL2RB (p75; Genzyme, Boston, 
MA) est employé à lµg/106 de cellules. Lors d'un marquage 
des cellules avec un seul anticorps monoclonal, on révèle 
celui-ci à l'aide d'un second anticorps (anti-Ig de souris) 
couplé à de la fluorescéine (FITC) (Jackson Immuno Research 
Laboratories Inc, West Grove, PA). On l'utilise à 0.25µg/106 
de cellules. Lors d'un marquage des cellules avec deux 
anticorps monoclonaux différents (marquage double), l'un des 
deux anticorps monoclonaux utilisé est conjugué au préalable 
à la phycoérythrine. (Becton Dickinson) (voir section 
cytofluorométrie). 
2.2.3 Mitogène et cytokines recombinantes 
La PHA (Difco, Detroit, MI) est diluée dans le RPMI 
1640 de façon à obtenir une concentration finale de O .1%. 
Elle est utilisée comme témoin positif pour l'induction de 
l'expression du récepteur IL2RB, tandis que IL-4r (Endogen, 
Boston, MA) est utilisée à une concentration finale de 100 
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U/ml comme témoin pour la suppression de l'expression de 
IL2RB. Dans les études sur l'expression du CD23, l' IFNyr 
(Endogen) et IL-4r sont utilisés à plusieurs concentrations 
(0, 10, 50, 100, 200 U/ml) également. Dans l'essai de 
cytotoxicité des lymphocytes, on emploie également l'IL-2r 
(Endogen) en concentrations multiples (0, 0.1, 1, 10, 100 
U/ml). Toutes ces cytokines sont diluées dans du RPMI 1640. 
2.3 CULTURES CELLULAIRES 
2.3.1 Cellules de la lignée U937 
Les cellules U937 originent d'une leucémie myélocytaire 
humaine et sont utilisés dans l'étude de l'expression du 
CD23. Les cellules U937 sont cultivées dans des flacons de 
75cm2 (Falcon, Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ) dans du 
milieu RPMI 1640, supplémenté de 5% de FBS et maintenues à 
37°C dans une atmosphère comprenant 95% d'air et 5% de C02. 
Ces cellules sont redistribuées à 0.5Xlo6cellules/ml de 
milieu, 2 fois par semaine. La veille d'une expérience, les 
cellules sont centrifugées, lavées et resuspendues à la 
concentration de 0.5x106cellules/ml de milieu RPMI 1640 pour 
ainsi être en phase de croissance exponentielle le 
lendemain. 
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2.3.2 Cellules de la lignée K562 
Les cellules K562 sont une lignée cellulaire humaine 
provenant d 1 une leucémie myéloïde chronique et ayant une 
morphologie semblable à celle des lymphoblastes. Les 
cellules K562 ont la particularité d'être sensibles à 
l'activité NK humaine (Ortaldo et coll., 1977). Elles sont 
donc utilisées comme cellules cibles dans les essais de 
cytotoxicité. Ces cellules sont cultivées à 37°C dans des 
flacons de 75crn2 et maintenues dans une atmosphère de 5% C02 
et 95% d'air. Etant des cellules en suspension, il suffit de 
les centrifuger lorsqu'elles atteignent la confluence, et 
de les resuspendre à 0. 5 X 106c/ml de milieu RPMI 1640 
additionné de 5% FBS, ceci 2 fois par semaine. Avant d'être 
utilisées, les cellules K562 doivent être additionnées de 
milieu frais 24 h auparavant. 
2.3.3 Cellules BHK 
Les cellules BHK (Baby Hamster Kidney) sont des 
cellules adhérentes, servant à la production d'un 
microexudat de fibronectine. Cette dernière est utilisée 
pour séparer les monocytes par adhérence. Les BHK sont 
cultivés dans des flacons de 75crn2 , dans un milieu DMEM 
supplémenté de 5% de sérum de veau et 80µ.g/ml de 
gentamicine. Cette lignée est maintenue à 37°C dans une 
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atmosphère composée de 95% d'air et 5% de C02 de façon à lui 
permettre de sécréter de la fibronectine. Lorsque les 
cellules atteignent la confluence, elles sont détachées du 
flacon à l'aide d'une solution de trypsine-versène et 
diluées 1: 10, 2 fois par semaine. Dans le cas où on veut 
obtenir la couche de fibronectine, les cellules sont 
détachées avec une 8olution de O.OlM de EDTA monosodique. On 
récupère les fla cons en les rinçant 2 fois au PBS (O. 25M 
KCl, 0.8M Na2HP04, 0.15M KH2P04, complété avec de la saline 
0.9%) et on les conserve à -20°C jusqu'à utilisation. 
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2.4 TECHNIQUES EXPERIMENTALES 
2.4.1 Séparation des leucocytes mononucléaires du sang 
périphérique (PBML) 
Le sang périphérique humain prélevé sur des donneurs 
sains est distribué s11r un gradient de Ficoll-Hypaque 
(Ficoll 400, Pharmacia, Uppsala, Sweden; Hypaque Sodium, 
Winthrop Laboratories, Aurora, Ont.) de densité 1. 077 et 
centrifugé à la température ambiante pendant 30 min à 500 g. 
Les PBML sont recueillis à l'interface puis lavés dans du 
PBS 1 fois à 500 g durant 20 min pour enlever l'excédent de 
Ficoll et 2 autres fois à 350 g pendant 10 min. Après les 
lavages, les PBML sont resuspendus dans du milieu RPMI 1640, 
5% FBS et comptés au microscope. Les cellules mononucléaires 
ainsi obtenues consistent en 80-95% de lymphocytes, 5-20 % 
de monocytes et <1% de neutrophiles. 
Les PBML totaux sont traités avec divers stimuli 
pendant 24h ou 48h d'incubation et par la suite analysés par 
cytofluométrie. Ils peuvent être également séparés sur 
fibronectine pour l'obtention de lymphocytes purifiés, non 
adhérents, et de monocytes qui adhèrent à la fibronectine. 
Ainsi on obtient une population presque pure de lymphocytes. 
Ces derniers sont incubés à 37°C pendant différentes 
périodes de temps pour l'analyse de l 'ARNm du IL2RB ou 
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incubés 24h pour effectuer une étude sur leur pouvoir 
cytotoxique contre les cellules K562. 
2.4.2 Cytofluorométrie 
Les PBML sont aliquotés à la concentration de 
1x106cellules/tube et incubés pendant 24h ou 48h avec 
différents stimuli à 37°C dans 5% de C02 et 95% d'air. Les 
tubes sont centrifugés pendant 5 min à 350 g puis les 
culots sont resuspendus dans du PBS et répéter les même 
étapes deux autres fois. Le culot ainsi obtenu est 
finalement resuspendu dans 50 µl de milieu RPMI 1640 
supplémenté de O. 25% de BSA. On ajoute 20µ1 d'anticorps 
monoclonaux spécifiques qui reconnaissent le récepteur 
étudié. Les cellules marquées sont laissées pendant 30 
minutes à 4°C puis on procède à 3 lavages successifs dans du 
PBS froid (4°C). Par la suite, 100µ1 d'anticorps anti-Ig de 
souris f luoresceiné est ajouté au culot . Il a été dilué 
1: 200 dans du milieu RPMI 1640 additionné de 0. 25% BSA et 
incubé 30 min à 4°C à l'obscurité. On refait 3 lavages au 
PBS froid. Les cellules sont resuspendues dans 400µ1 de PBS 
f raid et sont analysées au FACscan ( Becton Dinkinson, San 
Jose, CA). 
Le principe de l'appareil FACscan est le suivant; les 
cellules sont aspirées dans l'appareil par une tige 
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capillaire; elles passent ensuite une à une devant un 
faisceau laser. Le faisceau excite le fluorochrome (495nm) 
qui est fixé à la cellule et les photomultiplicateurs (PMT) 
captent l'information qui est compilé par un ordinateur 
relié à l'appareil. A partir de la réflexion et de la 
dispersion de la lumière sur la cellule on obtient des 
informations plus général~s (volume et granularité) qui sont 
également intégrées par l'ordinateur. 
Si on veut analyser deux récepteurs différents sur la 
même cellule, on procède à un double marquage. Ceci consiste 
en l'ajout d'un autre anticorps monoclonal révélé par un 
second fluorochrome. Le fluorochrome utilisé est la 
phycoérythrine qui émet dans le spectre rouge au lieu du 
vert de la FITC. Le deuxième anticorps monoclonal, lié à la 
phycoérythrine, est ajouté aux cellules qui ont été marquées 
au préalable avec un premier anticorps monoclonal révélé 
par un anti-Ig fluorescéiné. On incube donc les cellules 
encore 30 min à 4°C et à la noirceur, puis on refait 3 
lavages au PBS froid. Les cellules sont resuspendues dans 
400 µl de PBS froid et sont analysées au FACscan. 
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2.4.3 Buvardage Northern 
Les lymphocytes humains qui ont été préalablement 
purifiés sur fibronectine, ont été stimulés avec différentes 
concentrations de LTB4 et incubées pendant de courtes 
périodes (Oh, lh, 3h). L'ARN total est extrait par la 
méthode AGPC (acid guanidium thiocyanate-phénol-chloroform) 
(Chomczynski et Sacchi, 1987). L'ARN ainsi extrait est 
quantifié par spectrophotométrie à 260nm et séparé par 
électrophorèse sur un gel d'agarose 1% supplémenté de MOPS 
lX et de formaldéhyde 37%. L 'ARN est transféré sur une 
membrane de nylon Hybond-N (Amersham, Cambridge, MA, USA) 
toute la nuit par capillarité. Le lendemain l'ARN est fixé 
aux U.V. pendant 20 sec. On préhybride la membrane pendant 
4h à 68°C dans une solution contenant du Tris 120mM, du 
NaCl 600mM, de l'EDTA 8mM, du Napyrophosphate 0.1%, du SDS 
0.2% et de l'héparine lOOmg/ml. On hybride toute la nuit à 
68°C dans une solution de même nature qui possède par contre 
625mg/ml d'héparine et 10% de sulfate de dextran (Singh et 
Jones, 1984) ainsi que la sonde d'ADNc. Les sondes utilisées 
lors de l'hybridation sont un fragment XhoI de 1. 7kb du 
clone IL2RB (cadeau du Dr. Warren J. Leonard, NIH, Bethesda 
MD) et un fragment Pst! provenant du cDNA du GAPDH 
( glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase) (cadeau du Dr. C. 
Asselin, Université de Sherbrooke, Québec). Les sondes sont 
produite à l'aide du système de marquage "multiprime" 
(Amersham), utilisant du (ap32)dCTP (activité spécifique > 
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3000 Ci/mM, Amersharn). Par la suite la membrane est lavée 
une fois à la température de la pièce pendant 20 min dans du 
2X SSC (lX SSC: 0.15M NaCl, 0.015 M sodium citrate, pH?), 
puis 60 min, à 68°C dans du O.lX ssc , 0.1% SDS et ensuite 
rincée à la température de la pièce dans du O. lX SSC. La 
membrane est exposée 
-80°C pendant 24h. 
à 
Les 
un film KodaK XAR-5 (Kodak, NY) à 
bandes d'ARN révélées sont 
quantifiées par densitométrie au moyen d'un appareil 
Pharmacia LKB Ultrascan XL (Pharmacia, Canada). On enlève la 
sonde IL2RB de la membrane à l'aide d'un lavage pendant 60 
min à 90°C dans du 0.02X ssc, 0.2% SDS. On peut ainsi 
réhybrider la membrane avec la sonde GAPDH qui sert d'étalon 
d'ARN . 
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2.4.4. Essai de cytotoxicité 
Le test de cytotoxicité se base sur le principe du 
relâchement de chrome radioactif par les cellules mortes. 
Les cellules cibles, K562, en phase exponentielle de 
croissance sont resuspendues dans 1 ml de milieu RPMI 1640 
additionné de 5% d~ FBS et incubées pendant 90 min, à 37°C 
avec 200uCi de Na5lcro4 (Amersham, Cambridge, MA). Pendant 
le marquage des cellules cibles, on distribue les cellules 
effectrices, les lymphocytes, dans des plaques à fond rond 
de 96 puits (Costar, Cambridge, MA). Les cellules sont 
distribuées en dilutions doublantes dans un volume final de 
100µ1/puits. Les lymphocytes utilisés comme cellules 
effectrices ont été préalablement stimulées au LTB4 à 
différentes concentrations pendant 24h à 37°C. Ces cellules 
ont été lavées et resuspendues à la concentration de 5 X 106 
cellules/ml de milieu RPMI 1640 supplémenté de 5% de FBS. 
Aux cellules effectrices qui ont été distribuées dans les 
puits, on ajoute différentes concentrations d'IL-2 (0, 0.1, 
1, 10, 100, 1000 U/ml). 
Après avoir marqué les cellules cibles K562 au chrome 
radioactif, on les lave 3 fois avec du PBS t on les 
resuspend à une concentration de 1 X 105 cellules/ml de 
milieu RPMI 1640 plus 5% FBS. Par la suite on ajoute aux 
cellules effectrices 5 X 103 cellules cibles/puits. Ainsi 
différents ratios de cellules effectrices/cellules cibles 
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(E:C) sont obtenus, soit: 100:1, 50:1, 25:1, 12,5:1, 
respectivement. 
Les plaques sont centrifugées à 130 g pendant 5 min et 
incubées pendant 4h à 37°C dans un incubateur humidifié avec 
5% de C02 1 95% d'air. A la fin de l'incubation, les plaques 
sont recentrifugées à 130 g pendant 5 min, et les 
surnageants récoltés (O.lml) dans des tubes individuels. La 
radioactivité des surnageants est comptée au compteur gamma 
(Beckman Instruments Irvine, CA). Le pourcentage de 
cytotoxicité se mesure comme suit: 
% =100 X (cpm de l'échantillon-cpm du spontané) 
(cpm total-cpm du spontané) 
Le terme spontané correspond au relâchement de 5lcr par 
les cellules cibles en absence des cellules effectrices. Le 
total représente le 5lcr maximal qui peut être relâché par 
les cellules cibles traitées avec du détergent (SDS) à une 
concentration de 0.5%. 
Par la suite on peut convertir le pourcentage de 
cytotoxicité en unités lytiques, grâce à un programme 
informatique (Pross et coll; 1981). 
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2.5 ANALYSE STATISTIQUE 
La signif icativité des différences entre les groupes de 
résultats a été déterminée par l'analyse de variance. Un 




3.1 Effet du LTB4 sur l'activité NK des lymphocytes humains 
stimulée par l' IL-2 
Il a été démontré dans notre laboratoire que le LTB4 
possédait des propriétés immunorégulatrices très importantes 
(Rola-Pleszczynski et coll., 1983, 1986; Rola-Pleszczynski 
et Lemaire, 198S). Il induit entre autre la production d'IL-
2 chez les lymphocytes T. On sait également que le LTB4 
ainsi que l' IL-2 augmente l'activité cytotoxique des 
cellules NK. Il a donc été intéressant d'étudier l'activité 
cytotoxique des cellules NK stimulée par l' IL-2 chez des 
lymphocytes préalablement incubés avec du LTB4. 
Les lymphocytes sont au départ incubés pendant 24h en 
présence du véhicule (éthanol) ou du LTB4 (O.lnM). On 
effectue par la suite un essai de cytotoxicité de 4h en 
présence de concentrations croissantes d'IL-2 (0.1-lOOU/ml). 
Les résultats présentés à la figure 2 démontrent une 
augmentation de sensibilité à l'IL-2. Les lymphocytes 
préincubés sans LTB4 montrent un ECSO de SOU/ml d'IL-2 et 
une réponse maximale à lOOU/ml d'IL-2. Tandis que ceux qui 
ont été en présence de LTB4 montrent un ECSO de 0. SU/ml 
d'IL-2 et une réponse maximale à lOU/ml d'IL-2. Des 
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IL-2 (U/ml) 
Effet du L TB4 sur l'activité NK des lymphocytes humains 
stimulés par l'IL-2 . Les lymphocytes ont été préincubés 
pendant 24 h. avec le véhicule( éthanol) ou du L TB4 (0.1 nM) puis 
stimulés pendant 4 h. avec IL-2 (0.1-1 OO U/ml) en présence des 
cellules cibles K562 marquées au51 Cr . Les moyennes ± l'erreur 
type de 3 expériences sont illustrées . 
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3.2 Effet du LTB4 sur l'expression du IL2RB chez des 
lymphocytes humains 
3.2.1 Lymphocytes 
A l'aide d'anticorps spécifiques, il a été démontré que 
la chaine B du récepteur de IL-2 était responsable de la 
cytotoxici té des lymphocytes NK induite par l' IL-2. Nous 
avons donc étudié l'effet du LTB4 sur l'expression du IL2RB 
sur ces cellules. Les lymphocytes ont été préincubés en 
présence de concentrations croissantes de LTB4 (lo-12_10-6M) 
pendant 24h et analysés par cytofluorométrie. La figure 3 
indique que les cellules préincubées avec le véhicule 
(éthanol) donne 32% de cellules IL2RB+. Tandis qu'à la 
concentration de 10-8M de LTB4, il y a une augmentation 
significative de l'expression du IL2RB; de 32% à 52% de 
cellules IL2RB+. En présence de 10-lOM de LTB4, cette valeur 
augmente de 32% à 43%. Aux concentrations plus élevées et 
plus basses, on n'observe aucun changement dans l'expression 
de IL2RB. 
Parallèlement à cette étude, nous avons vérifié 
l'expression du IL2RB à l'aide de deux stimuli qui ont un 
effet bien connu sur ce récepteur chez les lymphocytes. Nous 
vons stimulé ceux-ci avec de la PHA (0.1%) ou avec du 
l'IL-4 ( lOOU/ml). Nous obtenons une augmentation 
significative d'expression du IL2RB avec la PHA (32% à 49%) 
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Fig.3 Effet du L T84 sur l'expression du IL-2Rr3 chez des lympho-
cytes humains . Les lymphocytes ont été préincubés pendant 
24 h. avec le véhicule(éthanol) ou du LTB 4 (10 1 ~10- 6M). Le 
pourcentage de cellules IL-2RfV a été mesuré par cytofluorométrie 
Les moyennes ± l'erreur type de 5 expériences sont illustrées . 
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1S% (Figure 4). Il est à remarquer que l'augmentation 
obtenue avec le LTB4 10-BM (Fig 3) est comparable à celle 
obtenue avec de la PHA 0.1%. 
3.2.2 Sous-populations lymphocytaires 
Nous avons analysé la modulation d'expression du IL2RB 
par LTB4 sur différentes sous-populations lymphocytaires. 
c'est à l'aide de la méthode de double marquage que cette 
étude a été effectuée. Les lymphocytes ont été préincubés 
pendant 24h en présence du véhicule (éthanol) ou du LTB4 
(10-10_10-BM). Ces cellules ont été marquées avec de l'anti-
IL2RB et par la suite avec de l'anti-CDB, de l'anti-CD4 ou 
de l'anti-CD56 conjugés à la phycoérythrine. 
Nous remarquerons que les sous populations CD56+ et 
cos+ expriment le IL2RB (fig SA et SB). Lorsque préincubées 
avec du LTB4, elles montrent une augmentation d'expression 
du IL2RB. Celle-ci est plus importante chez les cellules 
CD56+. La sous-population co4+ montre un faible niveau 
d'expression du IL2RB et on n'observe aucun changement chez 
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STIMULI 
Fig.4 Effet de l'IL-4 et de la PHA sur l'expression du IL-2RB chez 
des lymphocytes humains . Les lymphocytes ont été préin-
cubés avec le véhicule( éthanol) , l'IL-4 (1 OO U/ml) ou la PHA 0.1 % 
pendant 24 h .. Le pourcentage de cellules IL-2RB+ a été mesuré par 
cytofluorométrie . Les moyennes ±. l'erreur type de 8 expé-
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niveau d e fluorescence 
Effet du L T84 sur l'expression du IL-2RB chez les différentes 
sous-populations lymphocytaires humaines . Les cellules A) Coa+ 
B) CDS&- C) co4+ ont été préincubées avec le véhicule(éthanol) 
(- ) ou du L TB 4 1ff 8 M (----) pendant 24 h .. Le niveau de fluores-
cence des cellules IL-2RB+a été analysé par cytofluorométrie à 
l'aide de la méthode du double marquage . Des résultats similaires 
ont été obtenus dans 3 autres expériences . 
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3.3 Cinétique de l'expression de IL2RB chez les lymphocytes 
préincubés avec du LTB4 
Nous observons une augmentation d'expression de la 
chaine B sur des lymphocytes après 24h d'incubation avec du 
LTB4. Nous avons vérifié si cet effet est de plus longue 
durée. Les figures 6A et 6B montrent qu'après 48h 
d'incubation avec du LTB4, l'expression du IL2RB revient au 
même niveau que celui du témoin. 
3.4 Effet du LTB4 sur l'expression de l'ARNm du IL2RB chez 
les lymphocytes humains 
Comme la protéine IL2RB, est modulée par le LTB4, nous 
avons vérifié si le LTB4 modulait l'expression de l'ARNm du 
IL2RB. Nous avons stimulé des lymphocytes pendant lh et 3h 
avec du LTB4 (lo-12_10-6M). Par la suite l'ARNm a été 
extrait et hybridé avec une sonde cADN d'IL2RB. 
Les résultats obtenus (Fig 7A et 7B) indiquent qu'après 
3h d'incubation avec du LTB4, les lymphocytes montrent une 
augmentation significative de l'expression de l'ARNm du 




mais est maximale à 10-SM. Le rapport 
augmente de 0.6 à 1.2 en présence de LTB4 
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Variation de l'expression du IL-2RB chez des lymphocytes 
humains traités au L TB 4. Les lymphocytes ont été préincubés 
pendant A) 24 h. B) 48 h. avec le véhicule(éthanol) { - ) ou 
du L TB 4 10 8 M ( --- ) . Le niveau de fluorescence des cellules 
IL-2RB+ a été analysé par cytofluorométrie . Des résultats 
similaires ont été obtenus dans 3 autres expériences . 
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également une augmentation qui est semblable à celle trouvée 
avec du LTB4 10-BM. 
3.5 Effet du LTB4 sur les niveaux d'expression du IL2RS 
chez les monocytes humains 
Au repos, les monocytes expriment IL2RB de façon 
constitutive. Nous avons voulu vérifier si l'IL2RB présent 
chez les monocytes était également modulé par le LTB4 comme 
dans le cas des lymphocytes. Nous avons donc préincubé des 
monocytes humains avec des concentrations croissantes de 
LTB4 ( 10-12_10-6M) pendant 24h et analysé l'expression du 
IL2RB par cytofluorométrie. 
Nous observons une augmentation significative de 
l'expression de ce récepteur aux concentrations de 10-BM et 
10-6M de LTB4. Au repos, les monocytes possèdent 25% de 
cellules IL2RB+. En présence d~une concentration de 10-6M de 
LTB4 (Fig. 8), on augmente le nombre de cellules IL2RB+ à 
45% et avec une concentration de 10-BM de LTB4 on augmente à 
49%. Aux concentrations plus faibles, il n'y a aucun 
changement. L'augmentation d'expression obtenue avec le LTB4 
10-BM est comparable à celle obtenue avec de la PHA 0.1% 
( 25% à 50% )(Fig. 9). En présence d'IL-4, on remarque une 
diminution significative d'expression du IL2RB; 25% à 10%. 
La figure lOA et lOB montre la cinétique d'expression du 
IL2RB chez des monocytes pré incubés au 
c .. l.. 
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Effet du L TB 4 sur l'expression de l'ARNm du IL-2Rl3 chez des 
lymphocytes humains . Les lymphocytes ont été stimulés 
avec 1) le véhicule(éthanol) 2) PHA 0.1% 3) LT84 16 6M 4) LT84 
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-8 -10 -12 
10 M 5) LT84 10 M 6) LTB4 10 M pendant 1 h. ou 3 h .. Le rapport 
IL-2Rf3/GAPDH a été établi à partir de données densitométriques . 
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* p < 0.001 
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Effet du L T84 sur l'expression du IL-2RB chez des monocytes 
humains . Les monocytes ont été préincubés pendant 24 h. 
avec le véhicule( éthanol) ou du L TB 4 (10-
1
-
2 1 O - 6M) . Le pourcentage 
de cellules IL-2RB+ a été mesuré par cytofluorométrie . Les moyennes 
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STIMULI 
Effet de l'IL-4 et de la PHA sur l'expression du IL-2RB chez 
des monocytes humains . Les monocytes ont été préincubés 
avec le véhicule( éthanol) ou de l'IL-4 (1 OO U/ml) ou de la PHA 
0.1°/o pendant 24 h .. Le pourcentage de cellules IL-2RB+ a été 
mesuré par cytofluorométrie . Les moyennes ±. l'erreur type de 
7 expériences sont illustrées . 
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L'augmentation observée à 24h persiste toujours après 48h 
d'incubation avec du LTB4. 
3.6 Effet du LTB4 et du PAF sur l'expression de CD23 
3.6.1 Monocytes humains 
Durant les réactions allergiques plusieurs processus 
amènent, entre autres, la libération d'une série de 
médiateurs lipidiques (LTB4, PAF) responsables des réactions 
immédiates dans l'allergie. De plus, on sait qu'il existe 
deux types de récepteurs pour les IgE, un de forte affinité 
et un de faible affinité. Ce dernier appelé CD23 se retrouve 
sur diverses cellules du système immunitaire dont, entre 
autres, sur les cellules de la lignée myéloïde ( Melewicz et 
coll., 1982a; 1982b). Il était intéressant d'étudier si des 
médiateurs lipidiques importants dans les allergies avaient 
un effet sur l'expression de CD23. 
Nous avons exposé des monocytes humains à des 
concentrations croissantes de PAF ( 10-12M à 10-6M) et de 
LTB4 (lo-12M à 10-BM) pendant 24h, 48h et 72h. Après analyse 
par cytof luorométrie, nous ne constatons aucune augmentation 
d'expression du CD23, même après 72h d'incubation sur les 
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Variation de l'expression du IL-2Rr3 chez des monocytes 
humains traités au L TB 4 . Les monocytes ont été préincubés 
avec le véhicule( éthanol) ( - ) ou du L TB4 108 M ( --- ) pendant 
A) 24 h. B) 48 h . . Le niveau de fluorescence des cellules IL-2RB+ 
a été analysé par cytofluorométrie . Des résultats similaires 
ont été obtenus dans 3 autres expériences . 
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• TABLEAU 2 EFFET DU PAF ET DU LTB4 SUR L'EXPRESSION 
DE CD23 CHEZ LES MONOCYTES HUMAINS ET LES CELLULES U937 
% de cellules CD23+ 
CELLULES MONOCYTES CELLULES 
STIMULI 
HUMAINS U937 
Témoin 1.7+0.3 32.5 + 6.4 
PAF.OlpM 1.0 + 0.2 27.0 + 0.9 
PAF .1pM 2.0 + 0.7 29.6 + 0.9 
PAF .1nM 1.8 + 0.8 34.4 + 3.1 
PAF 1 pM 2.1 + 0.3 33.9 + 4.2 
PAF 1 OnM 1.6 + 0.1 28.8 + 2.1 
PAF 1µM 1.5 + 0.6 34.0 + 2.1 
LTB4.1 pM 2.2 + 0.3 29.1 + 4.0 
LTB4 1 pM 2.2 + 0.5 27.8 + 3.9 
LTB4.lnM 1.8 + 0.4 34.8 + 2.1 
LTB4lOnM 1.7+0.8 30.8 + 6.2 
• Les résultats exprimés sont les moyennes ± l'erreur type d'au moins 4 
expériences dans lesquelles les cellules ont été incubées 48 h. avec ou 
sans stimulus. 
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Nous avons également exposé des monocytes humains à des 
concentrations croissantes d'IL-4 et d'IFNY (10-200U/ml) 
pendant 24 à 72h. (Figure llA et llB). Après analyse, on 
observe une augmentation d'expression du CD23 en présence 
d' IL-4 . ' celle-ci est maximale à une concentration de 
lOOU/ml et à une incubation de 48h (2% de cellules cn23+ à 
11%). Les monocytes stimulés avec l'IFNY ne montrent aucun 
changement dans l'expression du CD23. Nous avons vérifié par. 
la suite si l'IFNy supprimait l'effet du IL-4. La figure 
12 démontre qu'en présence simultanée d'IL-4 lOOU/ml et 
d' IFNy lOOU/ml, on obtient la même augmentation qu'avec 
l'IL-4 seule. 
3.6.2 Les cellules U937 
Les cellules U937 sont une lignée promyélomonocytaire 
qui expriment le CD23 de façon constitutive (env. 30% de 
cellules sont positives ). On sait que l'expression du CD23 
est variable et dépend du type cellulaire et du stade de 
différentiation des cellules (Kawabe et coll., 1988; Beeber 
et coll., 1989). C'est ainsi que nous avons voulu étudier la 
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Effet de l'IL-4 et de l'IFN-r sur l'expression de CD23 chez les 
monocytes humains . A) Courbe dose-réponse des monocytes 
préincubés pendant 48 h. avec l'IFN'Y ou l'IL-4 (10 ,50, 1 OO, 
60 
200 U/ml) . B) Cinétique d'expression du CD23 sur les monocytes 
préincubés avec l'IFN-r ou l'IL-4 (1 OO U/ml) pendant O h., 24 h., 
48 h. et 72 h .. Le pourcentage de cellules CD2J+ a été analysé par 
cytofluorométrie . Les moyennes ± l'erreur type de 8 expériences 























* p < 0.05 
TÉMOIN ll-4 1 OO IFN'Y 100 ll-4+1FNY 
STIMULI (1 OO U/ml) 
Effet de l'IL-4 et de l'IFN'Y seuls ou combinés , sur l'expression 
de CD23 chez les monocytes humains . Les monocytes ont été 
préincubés pendant 48 h. avec l'IL-4 et/ou l'IFN"Y (1 OO U/ml) . 
Le pourcentage de cellules co23+ a été analysé par cytofluoro-
métrie . Les moyennes ± l'erreur type de 8 expériences sont 
illustrées . 
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Nous avons stimulé les cellules U937 à des 
concentrations croissantes de PAF (lo-12_10-6M) et de LTB4 
(lo-12_10-8M) pendant 24 à 72h. Nous n'obtenons aucune 
augmentation de CD23 par ces médiateurs lipidiques sur les 
cellules U937. Ces résultats sont comparables à ceux 
observés sur les monocytes humains. (Tableau 2). 
Les cellules U937 ont été stimulées également avec des 
concentrations croissantes d'IL-4 et d' IFNy 
pendant 24 à 72h d'incubation (Figure 13A et 
(10-200U/ml) 
13B). Nous 
avons observé une augmentation de l'expression du CD23 en 
présence d'IL-4 ou d'IFNy. C'est à la concentration de 
lOOU/ml et 48hr d'incubation que l'on obtient l'augmentation 
la plus élevée pour les deux cytokines. On augmente de 32% 
de cellules co23+ à 50% pour IL-4 (lOOU/ml) et à 52% pour 
IFNy (lOOU/ml). Les résultats obtenus avec IFNY sont très 
différents de ceux observés dans le cas des monocytes 
humains, où on n'observait aucune augmentation. Si on 
stimule simultanément les cellules U937 avec l'IFNy 
(lOOU/ml) et l'IL-4 (lOOU/ml), on obtient une réponse qui 
n'est cependant ni additive ni synergique (Figure 14). De 
la même façon que chez les monocytes, l'IFNy ne suprime pas 
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Effet de l'IL-4 et de l'IFN sur l'expression de CD23 chez des 
cellules U937 . A) Courbe dose-réponse des cellules U937 
préincubées 48 h. avec l'IFN ou l'IL-4 (10, 50, 1 OO, 200 U/ml). 
B) Cinétique d'expression de CD23 sur les cellules U937 
préincubées avec l'IFN ou l'IL-4 (1 OO U/ml) pendant 0 h., 24 h., 
48 h. et 72 h .. Le pourcentage de cellules CD23 a été analysé par 
cytofluorométrie. Les moyennes ±. l'erreur type de 8 expériences 
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TEMOIN IL4 IFNY IL4+1FNY 
STIMULI (1 OO U/ml) 
Effet de l'IL-4 et de l'IFN'Y seuls ou combinés , sur l'expression 
de CD23 chez des cellules U937 . Les cellules U937 ont été préin-
cubées 48 h. avec l'IL-4 et/ou l'IFN'Y (1 OO U/ml) . Le pourcentage 
de cellules CD23+ a été analysé par cytofluorométrie . Les moyennes 




3.7 Effet de l'IL-4 et de l'IFNY sur l'expression de CD23 
sur les monocytes d'une patiente atteinte du Syndrome de 
Job-Buckley 
Au cours de ma maitrise, notre laboratoire a suivi de 
près 1 1 état d 1 une patiente atteinte du syndrome de Job-
Ruckley. Ce syndrome est associé, entre autres, à des 
infections à Staphylocoque récurrentes, de l'eczema, de 
1 1 éosinophilie et une concentration très élevée d • IgE dans 
le sérum. Il était intéressant de comparer le niveau de base 
du CD23 sur les monocytes de cette patiente à celui de 
témoins normaux. Nous avons également étudié les monocytes 
de la patiente en termes de réponse à l'IL-4 (50-lOOU/ml) et 
à l'IFNY (lOOU/ml) pendant 48h (Figure 15). 
Au repos, les monocytes humains normaux ont un 
pourcentage d'expression de CD23 de 2%. Tandis que de base 
les monocytes de la patient montrent un pourcentage 
d'expression de 60%. Si on stimule ces derniers avec l'IL-4 
( 50-lOOU/ml), on observe une augmentation d'expression du 
CD23 qui plafonne en présence de 50-lOOU/ml d' IL-4 ( 60% à 
95% des cellules CD23+). Cette augmentation n'est pas 
affectée par l'IFNY (lOOU/ml). L'IFNy seul ne provoque 



















TEMOIN IL4 50 IL4 1 OO IFN'Y100 IL4+1FNY 
STIMULI (U/ml) 
Effet de l'IL-4 et de l'IFN-r sur l'expression de CD23 chez des 
monocytes d'une patiente atteinte du syndrome de Job-Buckley 
Les monocytes ont été préincubés pendant 48 h. avec l'IL-4 (50, 
1 OO U/ml) ou l'IFN-r (1 OO U/ml) seuls ou en combinaison . Le pour-
centage de cellules co23+ a été analysé par cytofluorométrie . Les 
résultats exprimés proviennent d'une seule expérience . 
67 
DISCUSSION 
Les connaissances se rapportant au récepteur de l'IL-2 
sont de plus en plus nombreuses. C'est en 1980 que Kendall 
A. Smith mis en évidence ce récepteur (Smith, 1980). Depuis 
ce temps plusieurs découvertes ont permis de mieux connaitre 
la distribution de ce récepteur et plusieurs de ses 
activités biologiques grâce à la découverte d'anticorps 
spécifiques dirigés contre les 2 chaines principales du 
récepteur de l'IL-2 (Uchiyama et coll., 1981; Takeshita et 
coll., 1989). On sait par exemple que la chaines B de 
l' IL2RB est impliquée dans la stimulation de l'activité 
cytotoxique des lymphocytes et des monocytes par l' IL-2 
(Phillips et coll., 1989; Espinoza-Delgado et coll., 1990). 
Le LTB4 possède également des effets importants sur 
l'activité cytotoxique des monocytes et des lymphocytes. Il 
était donc intéressant d'étudier les intéractions possibles 
entre le LTB4 et l' IL2RB. C'est ainsi que pour la 
première fois nous avons démontré que le LTB4 augmente la 
sensibilité des cellules NK en réponse à l'IL-2 suite à une 
augmentation de l'expression du IL2RB à la surface de ces 
cellules. 
Les lymphocytes humains sont rapidement activés par 
l'IL-2; ils montrent une augmentation de cytotoxicité contre 
des cibles sensibles à l'activité NK et, lors d'une 
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exposition plus longue à l'IL-2, on observe une augmentation 
de cytotoxicité contre des cibles résistantes aux cellules 
NK. 
Dans notre étude, nous avons mesuré l'activité NK chez 
des lymphocytes exposés au préalable au LTB4 . Ces derniers 
répondent à des concentrations 100 fois plus faibles d'IL-2 
que ceux qui ne sont pas traités au LTB4. Ceci montre bien 
que les cellules NK deviennent plus sensibles à IL-2 
lorsqu'elles sont prétraitées au LTB4. 
A la suite de ces résultats nous avons décidé d'étudier 
l'effet du LTB4 sur l'expression de la chaine B du récepteur 
de IL~2, celle qui est reconnue pour être impliquée dans la 
cytotoxicité induite par l'IL-2. (Siegel et coll., 1987; 
Tsudo et coll., 1987; Umehara et coll., 1990) 
Le récepteur de l' IL-2 est composé de trois chaines 
peptidiques principales appelées a, B et y. A l'aide 
d'anticorps spécifiques, différents groupes ont démontré la 
distribution d'expression des chaines a et B. La chaine a 
n'est exprimée sur aucune cellule au repos, sauf à un 
faible niveau sur les lymphocytes B et CD4+{ohashi et coll., 
1989). La chaine B, par contre, est exprimée 
constitutivement sur certaines cellules à des niveaux 
d'expression différents. Ce sont les cellules CD56+{NK) qui 
possèdent le niveau de base le plus élevé. On en retrouve 
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également sur les cellules cna+, cn14+ (monocytes) et très 
peu chez les cellules CD4+. (Ohashi et coll., 1989). 
Nos résultats confirment cette distribution et montrent 
aussi que chez les lymphocytes préincubés au LTB4 pendant 
24h, il y a une augmentation d'expression du IL2RB, 
comparable à celle observée en présence d'un mitogène 
(Atluru et coll., 1990). Si on sépare les lymphocytes en 
sous-populations, on observe que les cellules CD56+ 
présentent une plus grande augmentation, suivies par les 
cellules cna+, alors que les cellules cn4+ n'en présentent 
pas. Ceci montre qu'il y a une augmentation d'expression 
seulement chez les cellules qui exprimaient IL2RB de façon 
contitutive. 
A l'opposé, l'IL-4 inhibe l'expression du IL2RB tant 
chez les lymphocytes que chez les monocytes. C'est la 
première fois que l'on démontre un pouvoir modulateur 
négatif de l'IL-4 sur l'expression du IL2RB chez les 
monocytes. Par contre, Martinez et coll.(1990) ont démontré 
que l' IL-4 inhibait l'expression du récepteur de IL-2 sur 
les lymphocytes. De plus on sait que l'IL-4 inhibe 
l'activité cytotoxique des cellules NK et des monocytes 
(Vitté-Mony et coll., 1990; Hudson et coll., 1990). Le 
méchanisme d'action de l' IL-4 n'est pas encore bien connu. 
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Comme l'expression de la protéine IL2RB est augmentée 
par 1 e LTB4, i 1 était important de vérifier si 1 'ARNm du 
IL2RB était modulé par le LTB4. Nos résultats démontrent 
pour la première fois que le LTB4 stimule l'accumulation de 
l'ARNm du IL2RB. On observe une augmentation du double du 
ni veau de base de 1 'ARNm du IL2RB chez les lymphocytes en 
présence de LTB4. I 1 y a donc une bonne corrélation entre 
l'augmentation du message du IL2RB et l'augmentation de la 
protéine à la surface des lymphocytes humains. Dans des 
études ultérieures, il serait intéressant de vérifier si le 
LTB4 affecte la transcription, la stabilité des ARNm ,etc 
Si on compare l'effet du LTB4 à celui d'un stimulus 
mitogénique comme la PHA, on s'aperçoit qu'il est du même 
ordre. Il est bien établi que la PHA augmente l 'ARNm des 
deux chaines, et que le niveau d'induction pour IL2RB est de 
2.5 à 4 fois. (Hatakeyama et coll., 1989; Audrain et coll., 
1991). Dans notre laboratoire, des études préliminaires ont 
démontré que le LTB4 n'augmente pas l'expression de IL2R<X 
chez les lymphocytes périphériques humains. 
Pour résumer 1 'effet du LTB4 sur 1' induction de la 
cytotoxicité des cellules NK par l' IL-2, on propose une 
voie d'activation illustrée à la fig. 16. Premièrement le 
LTB4 augmente rapidement l'expression d 'ARNm du IL2RB chez 
des lymphocytes humains. Ceci entraine une augmentation 
d'expression du IL2RB à la surface de ces cellules. Si on 
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prétraités au LTB4, on remarque que ceux-ci répondent mieux 
et à des concentrations plus faibles d'IL-2 que les témoins. 
Les lymphocytes (surtout CD56+) deviennent donc plus 
sensibles à l' IL-2 en présence de LTB4; ceci peut 
s'expliquer par le fait qu'il y a plus de récepteurs de IL-2 
qui soient disponibles. 
Il a été démontré par plusieurs que l'activité 
cytotoxique médiée par IL-2 chez les cellules NK se fait via 
IL2RB. Notre étude appuie cette affirmation et montre de 
plus que le LTB4 est un modulateur positif de l'expression 
de IL2RB chez les lymphocytes et les monocytes. 
Les monocytes traités au LTB4 montrent une augmentation 
d'expression du IL2RB de la même façon que les lymphocytes 
stimulés par LTB4. L'augmentation d'expression du IL2RB chez 
les monocytes est cependant de plus longue durée que celle 
observé chez les lymphocytes. Après 48h, l'augmentation du 
IL2RB chez les monocytes est aussi importante qu'à 24h, 
alors qu'on ne voit plus d'augmentation chez les 
lymphocytes. IL est intéressant d'observer que la PHA 
augmente également IL2RB à la surface des monocytes. Chez 
les monocytes, nous n'avons pas fait une étude plus 
approfondie; par contre, certains résultats non publiés de 
notre laboratoire démontrent que le LTB4 influence la 
sécrétion du TNFCX qui est impliquée dans la cytotoxicité 
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des monocytes. Il serait donc intéressant de poursuivre ces 
études et de faire la corrélation entre l'augmentation du 
TNFa et l'augmentation du IL2RB chez des monocytes traités 
au LTB4. 
Dans les réactions allergiques, le LTB4 est depuis 
plusieurs années reconnu comme étant responsable de 
plusieurs activités biologiques (neutropénie, production de 
cytokines, augmentation de l'activité NK) Plusieurs 
travaux suggèrent que le LTB4 jouerait un rôle important 
dans les intéractions entre les phénomènes inf larnmatoires et 
immunologiques. L'augmentation de la cytotoxicité des 
cellules NK par IL-2, suite à une amorce par LTB4, est un 
exemple d'intéractions qui peuvent exister. 
Comme le CD23 est le récepteur de faible affinité des 
IgE, et que celui-ci est exprimé sur diverses cellules 
immunitaires, il était donc intéressant d'étudier le 
pouvoir modulateur de LTB4 sur le CD23. Ce dernier peut être 
induit chez les monocytes humains par IL-4 et est exprimé de 
façon constitutive sur une lignée promyélomonocytaire 
humaine, les U937 (env. 30% de cellules CD23+) 
Chez les monocytes humains, on ne voit aucun effet 
modulateur du LTB4 sur l'expression de CD23, ceci même après 
72h d'incubation. On voit par contre, dans les mêmes 
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conditions, une augmentation d'expression du IL2R13 sur les 
monocytes. De plus, l'IL-4 augmente l'expression du CD23 sur 
les monocytes, alors qu'il diminue leur expression du IL2R13. 
Ceci montre que les effets modulateurs d'une substance sur 
une même cellule peuvent être très différents selon le 
récepteur étudié. 
Parallèlement à ces expériences, nous avons également 
vérifié si le PAF pouvait moduler l'expression du CD23. Nous 
avons fait cette étude, car de la même façon que le LTB4, le 
PAF est un médiateur lipidique très important dans les 
manifestations allergiques. On obtient aucun effet du PAF 
comme le LTB4 sur l'expression de CD23. 
Contrairement à nos résultats, l'équipe de Dugas a 
démontré que le PAF pouvait augmenter l'expression du CD23 
chez les monocytes humains (Paul-Eugène et coll., 1990). Si 
on compare notre méthodologie avec la leur, il y a quelques 
différences. Ils ont purifié les monocytes sur des pétris de 
plastique alors que nous utilisons une couche de 
fibronectine. Ils stimulent leurs cellules dans des plaques 
de 24 puits alors que nous utilisons des tubes de 3 ml. 
Enfin, leur source d'anticorps anti-CD23 est différente de 
la nôtre. Ils rapportent une augmentation de CD23 par le 
PAF qui est comparable à celle obtenue avec IL-4. De notre 
part, nous obtenons une augmentation avec IL-4 et absolument 
rien avec le PAF. Comme nos cellules répondent à IL-4 de la 
/ 
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même façon que les leurs, on peut présumer que nos 
conditions de culture sont comparable. On ne peut expliquer 





U937, on n'obtient aucun effet 
sur l'expression du CD23. Ces 
ré~ultats sont comparables avec ceux des monocytes humains. 
On obtient des résultats similaires avec le PAF. Le groupe 
de Tanaka a démontré que chez les cellules U937, le PAF est 
un puissant modulateur positif sur l'expression du CD23 
(Tanaka et coll., 1989). Après plusieurs essais nous n'avons 
jamais pu reproduire ces résultats. Pourtant on obtient, 
comme eux, une augmentation d'expression de CD23 avec l'IL-4 
et IFNy. Notre source du PAF n'est pas la même que celle du 
Dr Tanaka, mais donne de bons résultats dans d'autres 
systèmes. On ne peut expliquer la différence qui existe 
entre nos résultats et les leurs. 
Les résultats obtenus avec IL-4 et IFNy chez les 
monocytes humains et les cellules U937 sont comparables avec 
ceux de plusieurs groupes (Vercelli et coll., 1988; 
Delespesse et coll., 1989; Tanaka et coll., 1989). On sait 
que l'IL-4 augmente l'expression du CD23 sur plusieurs types 
cellulaires dont, entre autres, les lymphocytes B, les 
monocytes et les cellules U937. Par contre l'IFNy supprime 
l'effet du IL-4 chez les lymphocytes B (Defrance et coll., 
1987) mais pas chez les monocytes et les cellules U937 
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(Vercelli et coll., 1988; Tanaka et coll., 1989). On croit 
donc que l'effet suppresseur de IFNy sur IL-4 est 
spécifique au lymphocyte B. 
L' IFNy n'augmente pas l'expression du CD23 chez les 
monocytes comparativement aux cellules U937 où l'expression 
est augmentée de la même façon que peut le faire IL-4. De 
plus il n'existe aucun effet synergique entre l'IFNY et IL-
4 chez les cellules U937. La différence de résultats entre 
les monocytes et les U937 est probablement due au stade de 
différentiation des cellules. On sait que l'expression du 




Les résultats de notre étude montrent le pouvoir 
immunorégulateur du LTB4 sur l'expression de différents 
récepteurs immunologiques. 
Nous avon~ démontré l'effet du LTB4 sur l'expression du 
IL2RB chez les lymphocytes humains. C'est dans la sous-
population CD56+ que l'on voit la meilleure augmentation 
d'expression du IL2RB. Au niveau moléculaire, nous avons 
démontré que l'accumulation de l'ARNm du IL2RB était 
augmentée par le LTB4. Ceci est comparable à l'effet du 
mi togène bien connu, la PHA. Comme l' IL2RB est responsable 
de la cytotoxicité induite par IL-2 dans les cellules NK, 
l'augmentation de la sensibilité des cellules NK à IL-2 en 
présence de LTB4 peut être expliquée par l'augmentation 
d'expression d'IL2RB. 
Au ni veau fonctionnel, on croit que l'augmentation du 
IL2RB à la surface des cellules NK permet d'augmenter les 
chances de liaison avec IL-2. Les cellules NK traitées au 
LTB4 répondent à des concentrations moins élevées d'IL-2 que 
les cellules témoins. 
Parallèlement à ces observations, nous avons démontré 
que le LTB4 augmentait l'expression du IL2RB chez les 
monocytes. L'effet du LTB4 n'est donc pas spécifique aux 
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lymphocytes. Nous avons remarqué également que 
1 'augmentation du IL2RB par LTB4 se produisait seulement 
chez les cellules qui au départ exprimait le IL2RJ3. Les 
cellules positives, en présence de LTB4, deviennent donc 
plus positives. On a démontré de plus que, contrairement au 
LTB4, l' IL-4 diminue l'expression du IL2RJ3 chez les 
monocytes et les lymphocytes. Le mécanisme d'action exact de 
l' IL-4 n'est pas encore clair. Il est connu que IL2RB est 
impliqué dans la cytotoxici té des monocytes en réponse à 
l' IL-2. Il est donc très probable que l'augmentation de 
IL2RB observée chez les monocytes augmente la sensibilité 
des monocytes à l'IL-2. Des résultats préliminaires obtenus 
dans notre laboratoire démontrent que des monocytes traités 
pendant 24h au LTB4, répondent à des concentrations plus 
faible d'IL-2 en production de TNF. 
Tout à l'opposé du IL2RJ3, le récepteur de faible 
affinité pour les IgE (CD23) n'est aucunement modulé par le 
LTB4 chez les monocytes. Ceux-ci n'expriment pas le CD23 au 
départ mais peuvent être induits à l'exprimer, entre autre 
par IL-4. Il est intéressant d'observer que le CD23 n'est 
pas augmenté par le LTB4 mais, par contre, est augmenté en 
présence d' IL-4. D'autre part, IL2RJ3 est augmenté par le 
LTB4 mais diminué par IL-4. 
Suite à ces observations, nous avons comparé l'effet du 
LTB4 à celui du PAF sur l'expression du CD23. Nous avons 
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remarqué que de la même façon que le LTB4, le PAF n'a aucun 
effet modulateur sur le CD23 chez les monocytes. Nous avons 
refait les mêmes expériences sur la lignée cellulaire U937 
qui exprime le CD23 de façon constitutive et qui n'est pas 
au même stade de différentiation que les monocytes. Nous 
avons obtenu les mêmes résultats pour le LTB4 et le PAF. Par 
contre lorsque l'on stimule les monocytes et les cellules 
U937 avec de l' IFNy, on trouve une différence dans les 
résultats. L' IFNy n'augmente pas l'expression de CD23 chez 
les monocytes humains, tandis que chez les cellules U937, 
l' IFNy augmente le CD23 de la même façon que l' IL-4. Ces 
divergences peuvent s'expliquer par le fait que le stade de 
différentiation des cellules soit différent. 
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